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素耐药株 1 种，氯霉素和巴洛沙星耐药株各有 2 种，头胞曲松钠耐药株有 4 种，




最后，我们应用免疫蛋白质组学的方法，即双向电泳与 Western blot 相结合，

























Pseudomonas aeruginosa, an environmentally versatile bacterium, is an 
opportunistic human pathogen, infecting healthy individuals rarely, but 
immunocompromised patients, like burn victims, AIDS-, cancer- or cystic 
fibrosis-patients at increased risk.  This bacterium is high intrinsic resistant to most 
antibiotics.  Thus the understanding of the resistant mechanisms and the 
development of vaccines are of importance in control of P. aeruginosa. 
   This paper investigated the outer membrane proteins (OMPs) of P. aeruginosa by 
proteomic approach, especially immuno-proteomics.  On the basis of the 
establishment of P. aeruginosa 2-DE map, we studied the OMPs expression 
difference of antibiotic-resistant strains and the immunogenic OMPs. 
   First, we extracted the P. aeruginosa OMPs by sodium lauroyl sarcosine and 
identified 26 OMPs with the use of 2-DE and PMF methods. This molecular 
exprerssional profile of P. aeruginosa OMPs provided useful data for further studies. 
   Then, we gained five P. aeruginosa antibiotic-resistance strains by antibiotic 
selection.  Using the method of comparative proteomics, we found eight proteins 
with relate to the resistances, in which one is for erythromycin-resistance strain, two 
separately for chloramphenicol- and balofloxacin-resistance strains, four and five for 
ceftriaxone- and ampicillin- resistance, respectively.  
   Furthermore, we screened eight immunogens of P. aeruginosa OMPs by 
immuno-proteomics. Then the eight immunogen genes were cloned, expressed and 
their recombined immunogens were used to immunize the mice.  Three highly 
protective immunogens were achieved by challenging with P. aeruginosa to these 
immunized mice.  
 































杆菌（Yersinia pestis），其传染性强, 病死率高, 曾给人类造成极大的危害[1]。 历
史上曾有三次世界性大流行, 第1次在公元6世纪, 首先发生在地中海附近地区, 
流行几乎遍及所有国家, 持续50年, 死亡1亿人口。第2次发生于14世纪, 蔓延了
整个欧洲，当时称之为"黑死病", 波及亚洲和非洲北部,死亡约4000万人。第3
次大流行期间, 流行于我国东北各省、内蒙古、沿海等地, 死亡共达10万人[2]。 
又如已有 180 多年流行历史的烈性肠道传染病霍乱，是由霍乱弧菌（Vibrio 
cholerae）引起的[3]。自 1817 年到 1923 年发生 6 次古典型霍乱的大流行，全世
界死亡人数均超过千万。每次大流行都波及我国，第 6 次大流行后到 1949 年，


























流行性脑脊髓膜炎病例已經高达十四万[6]。而二十世纪 90 年代，美国 C 群脑膜
炎球菌病（SCMD）爆发越来越频繁[7]，当地 SCMD 的发病率每年维持在大约 0.5/10
万。 同样是革兰氏阴性的沙门氏菌属 Salmonella meningitis 也成为发展中国家的
细菌性脑膜炎的最主要致病菌之一[8]。此外，沙门氏菌属病原菌也能引发伤寒，


















































































图 1-1. 大肠杆菌外围结构示意图（引自文献[16]） 
Fig.1-1 General structure of the Escherichia coli cell envelope. 
 
1.1.2 革兰氏阴性菌外膜蛋白的结构 
    从基因组序列可以获得蛋白序列，如果对目前的蛋白库进行分析，可以发现
所有蛋白中有 20%位于膜上[17]。这个比例是从跨膜 α 螺旋推论出的，具有很高
的可信度。α螺旋的特点是一段连续的 20~30 个几乎以脂肪侧链为主的非极性残




     膜蛋白还有另一种结构――β 折叠，但膜上并不是 α 螺旋和 β 折叠混杂在



















图 1-2. β-桶状结构示意图(引自文献[19]) 
Fig.1-2 General structure of the β-barrel. 
 














形成外膜通道的外膜蛋白通常由至少 16 个 β 折叠构成桶状结构，所形成的


















道蛋白 OmpF 是第一个成功结晶并用于 X 光衍射分析的外膜蛋白[24]，因而研究








图 1-3. OmpF 的结构示意图（引自文献[27]） 
Fig.1-3 Structure of the OmpF porin of E.coli.(A)View of the trimer from the top, 
that is,in a direction perpendicular to the plane of th e membrane. (B)View of the 
monomeric unit from the side. (C) View of th emonomeric unit from the top, 






















图 1-4. LamB 的结构示意图（引自文献[27]） 
Fig.1-4 X-ray crystallograghic structure of LamB.(A)Side view of the monomeric 
unit.(B)View of the monomeric unit from the top.(C)View of the greasy slide and 





链，由 16 或 18 个折叠构成，三个亚基紧密装配在一起，因此，不认为在膜上或
周质空间中亚基会象单体一样具有稳定性。然而，单体具有通道功能也有报道
[33]，但它的结构还没有阐明。 
除了上述三聚体通道，外膜上还有一种更大的蛋白通道，它由 22 个 β 折叠
构成桶状，以单体形式存在，它也被称为铁离子转运通道，目前发现有 FhuA 和
FecA（图 1-5）。由于周质空间没有 ATP 或能量载体，这就限制了外膜通道只能
以被动运输为主，最多带有选择性，无法逆浓度梯度进行主动运输。细菌采用了
一种被称为‘加塞’的 β桶和内膜上 TonB 蛋白的协同作用来解决这个问题。FhuA
和 FecA 是两个进化相关的加塞通道蛋白，它们的结构已经清楚，具有的孔径大
约为 40 埃，它们通过其外半部分结合捕获的铁离子，并被 N 末端 150 个残基的
‘塞子’阻隔在通道中，‘塞子’位于通道蛋白在周质空间的内半部分，其上具有
TonB 的结合位点。定向转运铁离子通过外膜是由内膜上的 TonB 蛋白提供能量，


















图 1-5. 大肠杆菌 FecA 的结构示意图（引自文献[27]） 
Fig.1-5 X-ray crystallographic structures of th eferric citrate receptor, FecA ,of 




它是由 3 个亚基组成，顶部是由 12 个折叠构成的 β 桶状结构位于外膜，其中每




都可以与之接合[37]，这类蛋白是很普遍的。通过 X-射线分析，OmpX 中所有 loop
的残基都位于电子密度中，这表明 OmpX 与外部蛋白结合的 β折叠边是固定的，


































外膜蛋白 P4 和 P6 是高度保守的，并且是疫苗的首选靶抗原；随着含有 T、B 细
胞抗原决定簇多肽的疫苗出现，P6 的抗原决定簇也得到了研究，提出其中 P6 的
第八个重叠肽段可以作为抗 NTHI 感染的多肽疫苗候选物质[46-47]。 对溶血曼氏
菌（Mannheimia haemolytica）I 血清型的外膜蛋白 PlpE 疫苗研究发现在商品化
疫苗中增加重组表达的 rPlpE 可以大大增强疫苗的效果[48]，并且 PlpE 的 N 端区
域 R2 被鉴定为特异的抗原决定簇，其产生的特异性抗体能有效杀灭 M. 
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